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Background: Women  treated  for  cervical  lesions  are  at higher  risk of  subsequent disease 
compared  to  the general population. Consequently, post  treatment  surveillance  strategies 
are required to ensure the success of treatment, so called “test of cure”. The high sensitivity 
and negative predictive value of HPV assays can enhance post‐treatment strategies 
Objectives:   To provide an overview of  the  current data on  test of  cure  strategies with a 
particular  focus  on  HPV  testing  and  to  identify  knowledge  gaps  and  areas  for  further 
research 
Results:    HPV  testing  is  sensitive  for  the  detection  of  residual  or  recurrent  disease  post 
treatment  for  CIN2+  and  is  more  sensitive  than  cytology  alone.  Co‐testing  increases 
sensitivity, marginally and there is a lack of consensus regarding the efficiency and safety to 
release negative women. Most  test of  cure  studies have applied HPV DNA  tests and post 
treatment positivity rates vary widely depending on assay and potentially, treatment type. 
Conclusions:  Globally, an increasing number of test of cure algorithms now incorporate HPV 
testing although  there  is heterogeneity of practice with  respect  to assay, number of post 
treatment tests, testing  intervals, follow up time. While type specific persistence  identified 
through genotyping may identify those at greater risk of disease there is no consensus as to 















The  fact  that  cervical  cancer  is preceded by a well defined precursor phase, provides key 
justification  for cervical  screening programmes where  identification of  relevant precursors 
indicate  treatment  to  reduce  the  likelihood  of  lesions  developing  into  invasive  cancer.1 
Consequently, treatment of precursors via excisional or destructive removal of the affected 
area  is common practice, although admittedly  the  type of procedure   varies depending on 
local and national policies and  infrastructure,  themselves affected by  temporal changes  in 
practice.2 
Global evidence indicates that women diagnosed with high grade lesions have an increased 
risk  of  developing  lesions  and  cancer  in  the  future.3‐8 A  recent  analysis  by  Strander  et  al 
(2014)  showed  that Swedish women diagnosed and  treated  for CIN3 between 1958‐2008, 













The  reasons  as  to why women diagnosed  and  treated  for  lesions  are  at  increased  risk of 
morbidity and mortality from subsequent CIN and cancer are not well defined and are likely 
to be multi‐factorial  including host susceptibility to development of CIN and/or persistence 
or  re‐infection  of  HrHPV  in  addition  to  external  risk  factors  including  smoking.11‐13  
Furthermore,  not  all  treatment  procedures  are  successful  in  removing  the  affected 
area/lesions.7 14 
 
All  things  considered,  the  evidence  suggests  that  women  treated  for  high‐grade  lesions 






A  variety  of protocols  have  been  assessed  and  implemented  for monitoring women  post 
treatment which vary both in technology, and length/ frequency of follow‐up. With respect 




With  respect  to  technologies  the  most  commonly  applied  within  organised  screening 
programmes  are  cytology  and/or  HPV  testing  –  where  abnormality,  positivity  (or  a 
combination  of  the  two)  influence  subsequent  management.    While  other  systems  for 




where  the  relative  value/requirements of  the  test are weighted  towards  sensitivity. As  in 
other  contexts,  the  objectivity  of  HPV  testing  (compared  to  cytology)  is  perceived  as  an 
advantage.   However,  given  the  added  risk of  lesion development  in  this population,  the 









co‐testing  was  slightly  more  sensitive  (although  this  did  not  reach  significance)  and  was 
significantly  less specific.19   Table 2 presents an update on  the meta‐analysis although  the 
findings are generally very similar;  the sensitivity of co‐testing and HPV  testing  (alone)  for 
CIN2+  was  95%    (95%  CI:  88‐98)and  94%  (95%  CI:  88‐97).  The  relative  sensitivity  and 
specificity of co‐testing vs HPV testing alone was 1.07 (95% CI: 0.97‐1.17) and 0.93 (95% CI: 
0.88‐0.97).  While the data would suggest that the marginally higher sensitivity of co‐testing 
is  not  statistically  significant  compared  to  HPV  testing,  it  is  notable  that  post‐treatment 
algorithms generally incorporate co‐testing. 
 
There are naturally  limitations  to  the above analyses; variation  in cytology,  ie  liquid based 
cytology  (LBC) or conventional, may have had a bearing on  the  findings yet not all studies 
provided this detail. The type of HPV test may also be influential ‐  as will be discussed later ‐  
although when  the meta‐analysis  of Arbyn  et  al  (2012) was  stratified  by HPV  assay  type 
(signal or target amplification), the conclusions were unchanged.19  Furthermore, although a 
minimum  of  12‐18  months  follow  up  was  required  for  inclusion,  few  studies  within  the 
analyses included long term (>5 year) follow up.  This sentiment was articulated in the 2012 
ASCCP consensus guidelines  (for  the management of abnormal cancer screening  tests and 
cancer precursors) where  the authors  stated  “Follow‐up  is  insufficient  to determine post‐
treatment outcomes or optimal long‐term follow‐up intervals for women with treated CIN 2 
and CIN 3 managed with serial co‐testing”.20 




















screening  (based  on  a Negative  Pap within  the  screening  setting  having  a  5  year  risk  of 
0.68%).    The  level  of  acceptable  risk will  vary  according  to  setting  and will  of  course  be 





As sensitivity  is  the key attribute of  the post  treatment  test,  those who  test HPV negative 
can be monitored  less  intensively. Those who remain HPV positive are more challenging to 
manage  Scottish  data  show  that  at  6  months  post  treatment,  22%  of  women  are  HPV 
positive compared  to 11% who are cytologically abnormal.26      In an Australian population‐
based  analysis  of  over  11,000  women  who  were  offered    co‐testing  at  2  visits  post 




the  high  proportion  of  women  with  negative  cytology  classed  as  not  cured  due  to  HPV 
positivity.”27 
While    HPV  positive,  cytology  negative  women  require  closer  follow  up;  the  substantial 
majority will not have residual significant disease, particularly if the treated lesion was CIN2, 






screening  contexts,  are  relatively  rare. A  head  to head  study  of  digene Hybrid  Capture  2 
(HC2) Test  (Qiagen, Manchester, UK)  vs a PCR‐EIA  in a post‐treatment  context  revealed a 
kappa  agreement  of  0.70  and  similar  sensitivity  and  specificity  for  residual  CIN2+.29  In 
another  study where 5 clinically validated HPV tests were compared [HC2, Abbott RealTime 
HR‐HPV  assay  (Abbott Molecular, Des  Plaines,  IL, USA),  the  cobas  4800 HPV  test  (Roche 
Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA)  the APTIMA HPV assay  (Hologic  Inc, Bedford, 
MA, USA) and Cervista HPV HR  test  (Hologic  Inc, Bedford, MA, USA)], HPV positivity after 
treatment ranged from 18% to 27% depending on assay.26  Using HC2 at manufacturers cut 
off as an analytical comparator,  significant between‐assay differences were observed with 
the  Aptima  HPV  (AHPV)  having  fewer  positives  (p<0.0001)  and  the  COBAS  and  Cervista 
assays  showing  higher  positivity  (p=0.0001  and  p=0.0009,  respectively).    This  study  was 
limited in its ability to measure relative clinical performance by ascertainment bias, as only a 
positive  HC2  result  or  an  abnormal  cytology  result  triggered  colposcopy  referral. 
Nevertheless,  it did show that assay choice would have a significant  impact on the number 
of  colposcopy  referrals  should HPV positivity be  the  trigger.   Between‐assay  concordance 
was also lower in samples associated with borderline or negative cytology samples  ‐ which 
has been described in multi‐platform screening studies.30 These data are also consistent with 
the  findings of  Inammaa et al  (2014) who, when changing  their  test of cure HPV platform 
from  HC2  (at  a  cut  off  of  2),    to  the    COBAS  HPV  assay,  observed  an  increase  in    post 
treatment  HPV    positivity  in  cytology  negative  samples;  13.9%  and  27.8%  respectively 
(P = <0.0001).31   Although positivity  increased significantly, the authors did not   observe an 
increase  in  CIN  detection  within  the  time  frame  of  the  study.  Further,  follow  up  & 






In  studies  which  have  assessed  the  performance  of  HPV  genotyping  in  the  test  of  cure 
population, the consensus is that women who show type‐specific persistent infection are at 
increased  risk  of  developing  CIN2+  and  that  women  who  are  HPV  16  positive  have  an 
increased  risk  of  residual  or  recurrent  disease  compared  to  other  HR‐HPV  types  .32‐39 
Soderlung  Strand  et  al  (2014)  performed  a  study  on  178  women  who  had  received 
conisation and who provided samples  for genotyping before  treatment and at 3, 6, 12, 24 
and 36 months post treatment.  All women with a subsequent CIN2+ had type‐specific HPV‐
persistence, with  the authors  reporting a  sensitivity and  specificity of genotyping of 100% 
[95% CI 63‐100%]  and 94.7%  [89.8‐97.4%])  respectively,  although CIN2+ outcomes  in  this 
study were small (n=9).36  In another relatively small study of 183 patients treated by LEEP, 
Ryu et al (2012) showed that while LEEP margin status was a significant predictive factor for 






how  this  knowledge  can  be  applied  to  post  treatment  algorithms  is  uncertain.    Testing 
women  prior  to  treatment  clearly  involves  additional  resource,  also  the  analytical  and 
performance  requirements  for  a  genotyping  test  for  clinical use  are uncertain  in  this  and 
indeed other contexts (Arbyn et al (2015) .41Any algorithm that involves typing also runs the 
risk of being overly complicated, particularly if a simplified protocol (eg 16/18 over two time 
points)  is  less  effective  than more  detailed  resolution.    In  a  sub‐analysis  of  the  study  by 
Kocken et al (2011), the authors found that despite the higher risk of post‐treatment CIN2+ 
in HPV16‐positive women, women infected with hrHPV types other than 16, 18, 31, 33, and 








post  treatment was  45.5%  for detection of  residual CIN2+ over  18 months  (compared  to 
99.5% sensitivity for a DNA amplification test).43 Interestingly, Frega et al contended that the 
mRNA test was more sensitive for the prediction of recurrent (rather than residual) disease 





DNA types) showed   sensitivities   for residual disease of 57.1% (95%CI: 25.0‐84.2)   vs 100% 
(95%CI: 64.6‐100)  respectively, with  (respective)  specificities of   93.4%  (95%CI: 87.9‐96.5) 





studies  have  presented  or  adjusted  data  according  to  treatment  type.    Understandably, 
studies have usually involved a single type of treatment applied locally according to routine 
guidelines/practice.  In  the  aforementioned  study  of  Kocken  et  al  (2011)  the  authors 
presented a  list of confounding potential  risk  factors  (which  included  treatment‐type) and 
found that the 5 year risks for CIN2+ after LLETZ and Conisation were similar at 15.0 (95%CI 
11.4‐19.5) and 15.9 (8.8‐27.0) respectively, with a slightly wider difference at 10 years post 
treatment  of  18.1%  (95%CI:  13.1‐24.5)  and  15.9%  (95%  CI:  7.9,  29.4)  although  these 
confidence  intervals  clearly  overlap.18  While  a  2006  Cochrane  review  concluded  that 
different  treatment  types were broadly as effective as each other,14  it  is  feasible  that  the 
performance of HPV based test of cure may differ with destructive or excisional treatment. 
 
Furthermore,  to  date,  the  bulk  of  test  of  cure  studies  have  involved  the  assessment  of 
women  treated  for  squamous  rather  than  glandular  lesions.  The  lack  of  data  on women 
treated  for glandular disease  together with  the knowledge  that  these  lesions can be both 
more  challenging  to  detect  and manage  has  led  to  countries  issuing  separate,  follow‐up 
protocols which are more intense than those for CIN.45 Katki et al computed post‐treatment 
risk  of  CIN2+  according  to  severity  of  the  initial  lesion  separated  as  CIN2  vs  CIN3  & 
adenocarcinoma  in  situ  (AIS).  While  those  treated  for  CIN3/AIS  were  at  higher  risk  of 
recurrent disease, data were not presented separately  for AIS.25  In an  Italian study of 119 
women  treated  conservatively  for AIS  and  followed up every 6 months with HPV  testing, 
cytology and colposcopy, over a mean follow up period of 40.9 months, 15 had subsequent 








plethora  of  different  devices  for  vaginal  sampling  and  the  optimisation  of  urine  for HPV 
detection is the focus of much research.49 However validation and clinical studies have been 
orientated  to  the populations eligible  for  screening or  those attending  for colposcopy.50 A 
recent meta‐analysis showed that relative sensitivity and specificity of HPV testing on self‐ 
versus  clinician‐based  samples  to  detect  high‐grade  CIN  were  similar  in  screening  as  in 
colposcopy clinics.  However, one study, conducted in South‐Africa showed that the relative 
sensitivity (HC2 testing on self vs clinician samples) was considerably lower in treated (0.64) 
than  in  untreated  women  (0.84).and  when  the  data  were  confined  to  the  HIV  negative 
women in this study (86%), the conclusions were unchanged51   In a recent study by Stanczuk 
et al  (2015), women were  twice as  likely  to  test positive on a  self  sample  (urine or  swab) 
taken at 6 months post treatment compared to an LBC sample  in this context.52   While the 
study was not designed to assess clinical outcomes relative to sample type ‐  the preliminary 
data may suggest  that self sampling  for post‐treatment monitoring may  lack specificity, at 
least at a 6 month visit. 
 
Conclusions 
HPV testing is used increasingly as way to measure the success of treatment for cervical 
lesions. While, international consensus as to number of tests and follow up time(s), vary, 
generally women who are HPV negative have the advantage of less intense management.  
Further work to refine management of those who remain HPV positive but who otherwise 
have no pathological or colposcopic evidence of disease would be welcome.   One of the 
challenges in measuring the performance of test of cure strategies is the relatively low 
frequency of outcomes, given that most treatments are indeed successful;  this becomes 
particularly challenging when particular variables  of relevance are assessed such as lesion 
morphology, lesion grade, age, treatment type, depth of treatment and HPV assay type.  In 
the relatively large study of the Kaiser Permanente cohort described earlier, the authors 
bemoaned the imprecise estimates relating to 1 mill women and 8 years follow up!21  
Updated meta‐analysis which take into account the more recent studies will thus be 
welcome. Finally, while we have an increasing handle on which HPV tests are valid for HPV 
primary screening, given an internationally accepted and applied validation framework 53, 54‐  
we do not have equivalent metrics to adjudicate the validity of HPV tests in other settings 
including for post treatment surveillance, and for the triage of low‐grade abnormalities   
International efforts to create  such guidelines will be of benefit particularly as existing data 
shows significant variation between commercially available  tests within post ‐treatment 
settings.   Other international endeavours of value would be the pooling of longitudinal data 
on outcomes associated with test of cure protocols to inform safe and practical recall 
intervals 
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Tables 
Table 1: International algorithms for post treatment surveillance of CIN+ lesions   
Country  Post treatment 
recommendation 
Reference
US (ASCCP)  Co‐testing at 12 and 
24 m  
Massad et al 201316
UK  Co‐testing  ‐ between 
1 to 2 time‐points 
depending on country 
http://www.cancerscreening.nhs.uk/cervical/hpv‐triage‐
test‐flowchart‐201407.pdf 
The 
Netherlands 
3 Paps at 6,12, 24 
months 
 
Proposal cotesting at 
6 and 24 months  
Uijterwaal et al 201318
 
Denmark  Co‐testing and margin 
assessment at (6 m) 
and 12 m  if any of 
initial test(s) positive) 
(http://sundhedsstyrelsen.dk) Cervical cancer screening 
recommendation, version 2012 (Appendix 10, pp. 139).   
Sweden  One HPV test or two 
cytology tests 
J Dillner – personal communication
Norway  Co‐testing at 3‐6 and 
12 months 
http://legeforeningen.no/Fagmed/Norsk‐gynekologisk‐
forening/Veiledere/veileder‐i‐gynekologisk‐onkologi‐
2009/Premaligne‐lidelser‐i‐cervix‐uteri/ 
Belgium  Co‐testing at two time 
points 
Marc Arbyn  ‐ personal communication
Australia  Co‐testing at 12 and 
24 m 
National Health and Medical Research Council. Screening 
to Prevent Cervical Cancer: Guidelines for the 
Management of Women with Screen Detected 
Abnormalities. Canberra: 
NHRMC, 2005. 
EU 
guidelines 
3 Paps at 6,12, 24 
months 
cotesting with HPV 
recommended (no 
evidence regarding 
interval) 
Jordan 2009 Cytopathology2; Arbyn AnnOncol  201055 
 
 
   
Table 2.  (A) Pooled absolute sensitivity and specificity of HPV testing, of cytology, or co‐
testing to predict residual or recurrent CIN2+ after treatment of high‐grade CIN.  (B) Relative 
sensitivity and specificity of cytology versus HPV testing, and of cotesting vs HPV testing 
alone to predict residual or recurrent CIN2+ after treatment of high‐grade CIN. 
 
 
A:  Absolute sensitivity Absolute specificity 
Test  (95% CI) (95% CI) 
HPV testing (HC2 or PCR)  94% (88‐97) 80 (74‐85) 
Cytology (ASC‐US+) 72% (66‐78) 85% (81‐88) 
Cotesting  95% (88‐98) 69 (62‐77) 
 
 
B: 
Test comparison  Relative sensitivity Relative specificity 
   (95% CI) (95% CI) 
HPV vs Cytology (ASC‐US+) vs HPV 
(HC2 or PCR)  1.29 (1.18‐1.40) 0.94 (0.90‐0.99) 
Cotesting vs HPV  1.07 (0.97‐1.17) 0.93 (0.88‐0.97) 
Updated from Arbyn et al Vaccine 2012. 
